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RESUMEN

Se realizaron una serie de bioensayos para
comprobar el potencial alelopatico del lirio acuatico.
La planta se separd en tres partes raiz, parte aérea y
flor, se lixivié con agua destilada. Los lixiviados se
hicieron con el material fresco y seco. El que causé
mayor efecto inhibitorio sobre el crecimiento radicular
de las especies de prueba, fué el lixiviado de la parte
aérea seca del lirio acuatico. Posteriormente se
hicieron extractos de la parte aérea seca con solventes
organicos y se realizaron con ellos 1los bioensayos
corespondientes.

El efecto inhibitorio se observé especialmente con
el extracto de acetato de etilo. Las radiculas de las
plantulas tratadas con este extracto se cortaron
longitudinalmente, incluidas previamente en la resina
sintética JB-4, en un ultramicrotomo a un grosor de 1 a
2 micras, con el fin de observar los efectos
estructurales causados por los metabolitos activos que
el extracto de acetato de etilo contenia. Entre estos
efectos el mds importante consistié en una marcada

plasmélisis de las céluas de la cofia.



-+ INTRODUCCION

-Metabolismo Primario:y-Secundario.

En logs organismos vivos los compuestos quimicos son
sintetizados y degradados mediante vias diversas que involucran
numerosos pasos intermedios. A este proceso se le conoce con el
nombre de metabolismo primario y a los productos quimicos que
resultan de este proceso se les denomina metabolitos primarios.
Estos son compuestos cuya presencia en la materia viva,
independientemente de su origen filogenético, es comin y cuya
estructura en 1los diversos phyla, es similar: aminoacidos,
proteinas, carbohidratos, lipidos, 4&cidos nucléicos, 4cidos
carboxilicos, etc. (Conn, 1981)

Paralelamente a éstos, y a través de las mismas o similares
vias, se originan otro tipo de compuestos gque por sus
caracteristicas particulares y especificas se denominan,
compuestos o metabolitos secundarios.

Estos se caracterizan especialmente por:

1. La gran heterogeneidad de su estructura quimica.

2. Su distribucién restringida.

3. Se forman gracias a la accidén de enzimas codificadas por
material genético especial.

4, Existe un control estricto de su biosintesis, por medio de la
regulacién de la cantidad de enzimas involucradas y de la
actividad de éstas.

5. Existe wuna compartamentalizacién de enzimas, precursores,
intermediarios y productos involucrados en su biosintesis,

almacenamiento y desintegracién.



6. Tienen una importancia ' relativa para la célula sintetizadora
coho tal, pero tienen una mayor impotancia para el organismo como
un todo.

7. Existe una falta de continuidad filogenética en muchos de
ellos.

La expresién del metabolismo secundario, se entiende como un
aspecto de especificacién celular o bien de nueva formacién de
células especializadas por integracién, en 1los programas de
diferenciacién y desarrollo del organismo productor. (Luckner,
1984)

Los aspectos bien conocidos de los metabolitos secundarios
son su bioquimica y su quimica.

Los menos conocidos:

a. cuales son y come actian los aspectos y factores mas
destacados que influyen sobre el metabolismo secundario.

b. cudles son los mecanismos moleculares gque integran la
biosintesis de un producto secundario en los programas de
diferenciacidén y desarrollo de un organismo.

Actualmente se conocen cientos de miles de compuestos
secundarios, pero tal vez existan millones, Yy lo mas importante
de recalcar, es que se siguen biosintetizando mas, gracias a las
interacciones bidticas dentro y entre especies y a la continua
evolucién de los organismos.

Puede decirse que los compuestos secundarios no son
cruciales para el mantenimiento de la vida en general, su
importancia metabdlica puede ser grande, sin embargo practica-
mente se desconoce. En cambio su importancia ecoldgica, en muchos

casos se conoce mucho mas y se ha estudiado extensamente.



Sﬁ eétructura guimica es muy diversa, se han encontrado:
aldehidos, acidos organicos, pigmentos, alcaloides, etc.; con
frecuencia no existe entre ellos una semejanza estructural, vya
que son producidos en organismos distintos y en drganos
diferentes, ademas actian de forma diversa sobre miltiples
organismos y en diferentes medios ambientes. sin embargo
coinciden en sus funciones ecolégicas.

La presencia y trascendencia ecoldgica de 1los compuestos
secundarios en las plantas, ha llamado la atencidn
particularmente, ya que el reino vegetal (sin olvidar a otros
organismos como las bacterias por ejemplo) constituye el punto de
partida de 1la sintesis de estos compuestos y también de las
interacciones bidéticas, por constituir el nivel fundamental en
las cadenas trdéficas, el de los productores.

Muchos compuestos secundarios pueden ser téxicos para 1la
planta gque los produce, por lo que ésta debe neutralizarlos o
eliminarlos, este procedimiento se puede 1llevar a cabo de
diversas formas:

a) Los inactiva combindndolos y tornandolos inocuos.

b) Los almacena lejos de las zonas donde se efectuan reacciones
de importancia metabdlica, por ejemplo, los glucdsidos téxicos
se encuentran en solucidn dentro de las vacuolas de la célula,
separados del resto del protoplasma.

c) Se presentan como polimeros (taninos, ligninas, resinas vy
hule), o como cristales (rafidios de oxalato de calcio o
cristales de carbonato de calcio).

d) Son depositados fuera de las células vivas, en las células

muertas, en el duramen de la madera, en espacios intercelula-



res, en conductos especiales, en tricomas de la superficie de
muchas plantas, etc.

e) Son descargados al exterior por diversos caminos; lixiviacidén
de la superficie foliar, gutacién, exudacién de las raices,
volatilizacion o descomposicién. En este punto radica gran

parte de su importancia ecoldgica.
~-Alelopatia

La gran produccion de todo tipo de sustancias y su
liberacién al medio, conforman verdaderas "“lluvias gquimicas"
cuyos efectos ecoldgicos son dificiles de determinar.

Esta liberacién de compuestos puede determinar alguna
relaciones entre organismos y por lo tanto, los metabolitos
secundarios se han clasificado de la siguiente manera:

1. Aquellos compuestos secundarios, que median interacciones
entre los organismos de la misma especie se llaman:
a. Autotoxinas, cuando son perjudiciales para la especie.
b. Autoinhibidores adaptativos, cuando controlan la cantidad
de individuos de la poblacidn.
c. Feromonas, cuando permiten la comunicacién quimica entre
los organismos de la especie.
2. Agquellos compuestos que determinan las relaciones con
organismos de diferentes especies se 1llaman aleloquimicos, Yy
pueden ser de tres tipos:
a. Alomonas, cuando le dan alguna ventaja al organismo que los
produce.
b. Kairomonas, cuando se la confieren al organismo que los

recibe.



c. Depresores, cuando no le dan ninguna ventaja a los
organismos que los producen, pero si perjudican a los
organismos que los reciben. (Whittaker y Feeny, 1971)

Entre las alomonas, encontramos algunos compuestos que
determinan relaciones alelopaticas, las cuales, segun Rice
(1984), pueden definirse como cualquier efecto quimico directo o
indirecto de una planta sobre otra, incluyendo a los
microorganismos y ciertos animales.

En las relacidnes alelopaticas entre una planta y otra, una
planta y un microorganismo, o una planta y un herbivoro,
interviene una amplia gama de mecanismos de accién de los
metabolitos responsables de la interaccién. De acuerdo con
Einhellig (1986), los podemos dividir en tres niveles:

a) En el primero, podemos incluir efectos que se manifiestan
por la interaccidn de los alelopaticos con algunas hormonas,
perturbaciones en 1la membrana y alteraciones de enzimas
especificas, del organismo receptor.

b) En el sequndo, la accidén puede registrarse a nivel de la
absorcidén de agua o iones, inhibicién de la respiracién y de
las reservas de ATP. Puede también alterar la sintesis de
proteinas, de pigmentos, de reservas de carbono, inhibir la
fotosintesis y alterar la funcidn estomatica.

c) En el tercer nivel se registra una alteracidén en la divisidn
o elongacidén celular y como consecuencia, una inhibicién en
el desarrollo y crecimiento de las plantas.

Por lo anterior, podemos darnos cuenta que la alelopatia, es
un proceso cuyo estudio puede abordarse a diferentes niveles:

ecoldgico, fisioldégico, quimico y bioquimico, dependiendo del



aspecto que mas nos interese dilucidar.

ANTECEDENTES

-Manejo Agricola y Alelopatia

En el mundo entero, Yy en especial en nuestro pais, uno de
los grandes problemas que se afrontan en los umbrales del siglo
XXTI, es el inadecuado manejo de muchos agrosistemas, lo que se
traduce en una deficiente produccién agricola, como por ejemplo,
no rotar los cultivos, utilizar monocultivos en lugar de
policultivos, abusar de los herbicidas, insecticidas y
fertilizantes quimicos, etc. Todo ello contribuye a que la tierra
pierda su fertilidad y se contamine.

otro de los graves problemas causado por el uso intensivo de
los agroquimicos, es la contaminacién de los cuerpos de agua, por
el lavado natural de la tierra por la lluvia, 1lo que provoca el
transporte y dispersidn de todos los productos toxicos utilizados
como herbicidas, insecticidas y fertilizantes quimicos. Estos
problemas, han originado un extenso movimiento de revisién de las
practicas de manejo agricola y de manejo de recursos en general,
con miras al siglo XXI, con el fin de encontrar formas mas
razonables de producciéon de alimentos y otros satisfactores,
desde el punto de vista de la calidad del ambiente, la
conservacién de recursos y la permanencia y continuidad del
proceso productivo.

En este campo del manejo agricola, las interacciones
alelopaticas han cobrado un especial interés en los ultimos anfos

debido a 1las consecuencias ecolégicas y productivas de las



interacciones quimicas cultivo-cultivo, cultivo malezas, cultivo-

microorganismos, etc. En estas interacciones se ha comprobado la

importancia de 1la alelopatia ‘como uno més de los procesos - ...

ecoldgicos que conforman la dinamica de los agroecosistemas.

El estudio de la alelopatia en los agroecositemas, puede
contribuir al mejoramiento de la produccidn agricola en cultivos
mixtos o combinados, rotacién de cultivos y uso de diversos
abonos verdes y organicos (Anaya, et al., 1987; Anaya, et al.,
1987), técnicas que caracterizan a muchos de los agroecosistemas
tradicionales. Paralelamente, estos agroecosistemas constituyen
reservas valiosas de germoplasma y por lo tanto permiten 1la
conservacién de recursos bidticos insustituibles por su valor
bioldégico y econdmico intrinseco.

Se ha sugerido que el modo de accién de muchos alelopaticos,
tiene un claro paralelismo con el de los herbicidas. En este
sentido, el potencial alelopatico de algunas plantas, cultivadas
o silvestres comunes en los agroecosistemas, tiene especial
interés por las posibilidades de aplicarlo al control de malezas.

Existen una serie de trabajos en los cuales se menciona la
utilizacién de plantas como control biolégico. (Anaya et al,
1987; Orville G. B., 1987). Un ejemplo de este cntrol bioldgico
se observa, en la agricultura tradicional donde se llevan a cabo
empiricamente practicas que aprovechan el contenido quimico de
una planta para eliminar otras especies indeseables, esto
constituye un campo fertil de investigacion para la alelopatia en
particular y la ecologia guimica en general.

Tal es el caso de los trabajos realizados por Roy-Ocotla vy

Ortiz (1978) y Anaya y colaboradores (1987), los que mencionan



la utilizacién del lirio acudtico (Eichhornia crassipes) en las

“chinampas de la zona de Xochimilco donde los agricultores lo
ocupaban como abono verde y compost, y con ello, ademds de que
fertilizaban el suelo, lograban una disminucién en la cantidad de
malezas que crecian en los campos de cultivo. En estos trabajos
se observé un efecto inhibidor del crecimiento de malezas,
producido por diversos efectos de la planta y por el uso de la

misma como abono verde.
-El Lirio Acuatico.

Eichhornia crassipes fue introducido en los lagos del Valle

de México en 1897 proveniente del Brasil (West y Armillas, 1950).
La distribucién del lirio se restringia a Sudamérica tropical vy
tal vez a América Central y a las islas del Caribe (Sculthorpe,
1967), pero debido a la accién del hombre, en la actualidad se
encuentra en las regiones calidas de todo el mundo.

El 1lirio acuatico, es una monocotileddénea de la familia
Pontederiaceae, que vive en general flotando libremente en
diversos cuerpos de agqua, aunque puede estar sujeto a los suelos
pantanosos de las orillas de lagos o lagunas.

La planta estda constituida de un corto rizoma (tallo
vegetativo), raices, hojas rosetadas, una inflorescencia vy
estolones de conexidn entre dos o mds plantas (Penfound y Earle,
1948; Weber, 1987; Solms-Lauback y Graf Zu, 1898). La hoja
consiste de varias capas de parénquima en empalizada bajo la
epidermis de ambas superficies. Entre las zonas de parénquima en
empalizada,hay una capa de parénquima esponjoso con grandes

cédmaras de aire, que le confieren a esta especie su capacidad de



flotar;'

-Composicién Quimica del Lirio Acuatico. "

El lirio acuatico es relativamente rico en potasio, fosforo
y cloruros (Boyd, 1969). Su contenido de agua es extraordinaria-
mente alto, de 93 a 96 % (Penfound y Earle, 1948; Little vy
Henson, 1967). Las concentraciones de fésforo y nitrdégeno estan
relacionadas al contenido de estos elementos en el medio (Gosselt
y Norris, 1971; Boyd y Scarsbrook, 1975; Duningan et al, 1975).

Se ha reportado gque el lirio acudtico solo muestra niveles
deficientes de dos aminodcidos esenciales: valina y metionina
(Taylor y Robbins, 1968). El contenido de proteina cruda ha sido
encontrado dentro de un rango de 4.7 a 9.2 % (Taylor y Robbins,
1968); 5.6 a 12.1 % (Osman et al, 1975); y 12 a 18 % (Boyd, 1970;
1968), de peso seco.

Por otra parte algunos investigadores han encontrado
diversos metabolitos secundarios en las partes constituyentes de
la planta, los cuales pueden tener efectos bioldégicos
importantes. En la raiz del lirio se ha reportado la presencia de
una auxina (Mukherjec et al, 1964), con actividad estimulante
sobre el crecimiento de otras plantas, como lo demuestra el
trabajo reportado por Sumara y Sircar (1964). !

Stuart y Coke (1975) reportaron la presencia en la hoja
del lirio acuatico, de un derivado del acido abscisico, al cual
se le llamé vomifoliol. El acido abscisico es una sustancia, que
en las hojas de los arboles deciduos inhibe el crecimiento e

induce la latencia (Wareing, 1969; Wareing, 1969; Wareing vy

10




Ryback, 1970).

7 VEn Vla flor del lirio acuatico se ha reportado la presencia
de otro derivado del a&cido abscisico de estructura carotenoide,
la violaxantina (Taylor y Burden, 1970). Ademds Mannen y colabo-
radores (1965), han reportado el aislamiento de una antocianina

de la flor del lirio acuatico a la que llamaron eichhornina.

11



OBJETIVOS
En vista de 1lo anterior y debido a la presencia de
compuestos secundarios con potencial alelopidtico en el 1lirio

acuatico se plantean los siguientes objetivos:

a) Comprobar los efectos alelopaticos de Eichhornia crassipes

sobre la dgerminacidn y el crecimiento radicular de dos

malezas Echinochloa crusgalli y Amaranthus sp.

b) Realizar las primeras etapas de la separacion de los
compuestos activos de 1la planta, por medio de una
extraccion orgdnica con solventes de diversa polaridad,

hexano, acetato de etilo y metanol.

c) Realizar observaciones preliminares sobre el efecto de los
compuestos fitotdxicos del lirio en la estructura de las
células y tejidos de la radicula de estas malezas utilizadas

como especies de prueba.
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MATERIALES Y METODOS

-Zona de Trabajo

El trabajo de campo y la recoleccién de material se 1llevd a
cabo en San Miguel Regla, Estado de Hidalgo, México, en un pegqueifio
cuerpo de agua ubicado a espaldas de la exhacienda de Sta. Ma.
Regla. Este 1lugar se eligidé por dos razones 1) estaba invadido
por lirio acuatico y 2) el agua gque contenia era de buena calidad
y no estaba contaminada.

En el lugar se midieron el ©pH y la temperatura del agua Yy
se tomaron muestras a una profundidad aproximada de 35 cnm,
posteriormente se filtraron con papel filtro Whatman 4, y se les
agregéd 1 ml/l de HO2S004 para su preservacidén, se cubrieron con
papel aluminio y se refrigeraron a 5o0C. Veinticuatro horas
después se mandaron al Instituto de Biologia para el andlisis del
contenido de algunos iones como: calcio (Ca), magnesio (Mg),
potasio (K), sodio (Na), fosforo (P) y nitrégeno (N).

También se realizd una serie de colectas de lirio acuatico a
lo largo de toda la investigacién, 1la mayoria del cual se
encontraba flotando en las orillas del cuerpo de agua. En cada
colecta se recogieron aproximadamente 50 Kg de material fresco,
el cual se trasladé al laboratorio vy se procedid
a separarlo en: flor, raiz y lo que se considerd como parte aérea

que comprendia hojas y bulbos.
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- Eleccién de 'la Semilla de Prueba.

Para elegir las semillas de prueba, se realizdé en primer
lugar un biocensayo de germinacidén utilizando diversas semillas de
malezas y plantas cultivadas, tanto monocotileddneas como
dicotileddneas, con el fin de trabajar con aquellas que tuvieran
una viabilidad alta y un tiempo lo mds corto posible de
germinacidén. Estos requisitos son importantes cuando se aplican
lixiviados o extractos de una planta, que pueden descomponerse O
promover el crecimiento de microorganismos si los bioensayos se
prolongan por mucho tiempo. De acuerdo a los resultados de estas
pruebas (Tabla 1), y debido a que el potencial fitotéxico del
lirio fué considerado como equivalente a un efecto herbicida se

eligieron una monocotileddnea, Echinochloa crusqalli, que germina

generalmente a las 20 o 24 hrs. y una dicotiledénea, Amaranthus
Sp que germina a las 13 o 16 hrs. Los herbicidas comerciales, en
general tienen un efecto selectivo sobre uno u otro grupo de
plantas y por ello se penso que el efecto del 1lirio podria

manifestarse de la misma manera.

ESPECIE % DE GER-
MINACION
Brassica campestris 73.3
Cyperus esculentus 80.0
Amaranthus sp. 90.0 *
Sorghum jalapensis 36.6
Cynodon dactylon 60.0
Polygonum sp. 0.0
Setaria faverii 0.0
Ambrosia artemisiifolia 0.0
Medicago sativa 93.0
Atriplex sp. 0.0
Ipomocea purpurea 50.0
Portulaca oleraceae 100.0




"“(continua tabla 1)

Digitaria sanquinalis 30.0
Taraxacum vulgare 20.0
Sida spinosa 40.0
Stizolobium pruriens 30.0
Echinochloa crusgalli 90.0 *
Portulaca oleraceae 100.0
Lolium multiflorum 80.0
Avena sativa 50.0
Bromus erectus 20.0
Agropyron repens 15.0
Ipomoea sp 100.0
Cucumber pepo 80.6
Hordeum vulgare 20.0

Tabla 1. Resultados de las pruebas de germinacioén para elegir las
especies de prueba

©* SEMILLAS ELEGIDAS

Una vez elegidas estas semillas de prueba se procedio a
realizar una curva de tolerancia tanto al pH como a la presidén
osmética. Ya que de acuerdo con estudios anteriores se ha
observado, gque la presién osmética y el pH son factores
importantes que intervienen en la germinacién y el crecimiento de
las plantas; en un estudio de alelopatia es necesario
mantener a estos dos factores dentro de los limites de tolerancia
de las especies de prueba, para evitar que sean ellos y no los
compuestos secundarios de 1la planta, los que afecten 1la
germinacién y el crecimiento. Para realizar estas curvas se
utilizé cloruro de sodio para el pH y manitol para la presién
osmética, utilizdndose un osmémetro de congelacién, para medir la

osmolaridad de los tratamientos.
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~Preparacién de los Lixiviados.

Separadas las diversas partes de la planta como se menciond
anteriormente se procedidé a lixiviarlas en estado fresco con agua
destilada a wuna proporcién de 15 g. en 100 ml durante tres hrs.

Los lixiviados obtenidos se filtraron con papel filtro
Whatman 4, Yy se les midié el pH y la presidn osmética para
asegurarnos gque no rebasaban los limites de tolerancia de 1las

especies de prueba .
-Bioensayos.

Bajo un disefio de bloques al azar con cuatro repeticiones se
realizaron bioensayos en cajas de Petri, cada una de las cuales
se preparé de la siguiente manera: se colocaron 3 ml del
lixiviado correspondiente (flor, raiz o parte aérea) o de agua
destilada como testigo y tres ml de agar-agar al 1.5%, una vez
solidificada esta mezcla se sembraron 10 semillas por caja.
Las cajas se colocaron en una camara de germinacién a una
temperatura aproximada de 30 oC y en total obscuridad, durante 24
Yy 48 hrs. segin la especie. Al término del experimento se
procedid a medir el porcentaje de semillas germinadas y la
longitud radicular.

Los resultados obtenidos se tabularon, se analizaron
estadisticamente mediante un ANOVA y se graficaron.

Con la planta seca se realizd el mismo procedimiento
anterior con el fin de observar si los efectos producidos con el
material fresco seguian manteniéndose cuando la planta se secaba.

El material se deshidraté en una secadora de plantas vy

16



posteriormente se le realizé un lixiviado en una proporcidn de
S g. en 100 ml. de agua destilada durante tres ~horas. -Este
lixiviado se filtré con papel Whatman 4 y se le midid el pH y la
presién osmética. En el caso de la parte aérea se diluyé el
lixiviado debido a que su presién osmética era muy elevada (86
mOsm) y seguin 1la grafica de tolerancia a la presién osmética
(Grafica 2) de las dos especies de prueba ya se encontraba fuera
de los limites.

Las condiciones de estos bioensayos fueron iguales que las
de los anteriores, se midieron los mismos parametros y se
procesaron de la misma forma.

Se realizé también un bioensayo con el lixiviado de 1la
parte aérea, a distintas concentraciones, de tal forma que se
obtuvieran diferentes presiones osméticas y asi observar si el
efecto de inhibicién se debia a la alta presidn osmética que este
lixiviado presentd o al efecto de algun compuesto fitotodxico.

Al observar los resultados hasta aqui obtenidos, se continud
utilizando unicamente la parte aérea de la planta, esto es bulbos
y hojas, ya que con ella se obtuvo el mayor efecto inhibitorio

del crecimiento radicular de las semillas.
-Extractos Orgéanicos.

El siguiente paso fué la realizacién de extractos con sol-
ventes organicos, utilizando hexano, acetato de etilo y metanol.
Se eligieron estos tres solventes de tal modo gque se pudiera
abarcar un rango de polaridad lo mas amplio posible, de menor a
mayor.

Se pesaron 300 g de la parte aérea seca, se molieron en un
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““molino- y se pusieron a macerar con 15 litros de hexano durante
tres dias a temperatura ambiente. Despues de este tiempo se
extrajo el hexano y al mismo material se le agregé 15 1 de
acetato de etilo y se dejd reposar durante otros tres dias, al
término de éstos se extrajo el acetato de etilo y se agregd
metanol (15 1) repitiendose el mismo procedimiento.

Los extractos se filtraron con papel filtro Whatman 4 y se
concentraron elimindndose totalmente el solvente con ayuda de un
rotavapor.

Una vez obtenidos los extractos se procedidé a realizar una
segunda serie de bioensayos, para detectar en cual de ellos se

encontraba el mayor efecto fitotdxico.
~-Bioensayos con Extractos Organicos.

Los bioensayos se realizaron de la siguiente manera:

Se disolvieron los extractos con los mismos solventes con
los que se extrajeron de tal manera a tener de cada uno de ellos
una solucidén en proporcién de 200 ppm. Esta, se diluyo para
obtener soluciones de 150, 100, 50 y 25 ppm. Con cada uno de
estos tratamientos se impregnaba el papel filtro Whatman 4 de 5.5
cm de diametro, se evaporé el solvente en una campana de
extraccidén, se colocd el papel en una caja de Petri (60 X 15) y
despues se le agregd agua destilada al papel, se sembraron las
semillas y las cajas se sellaron con parafilm con el fin de que
no se evaporara el agua. Se preparé un testigo con agua destilada

y otro cuyo papel filtro se impregndé previamente con el solvente
correspondiente , el cual se dejoé evaporar.

Las condiciones del experimento fueron iguales a las

is



anteriores. Los pardmetros medidos y  los  procedimientos

estadisticos también.

-Analisis Histoldgico.

Una vez que se observd que existia un efecto inhibitorio de
los extractos organicos sobre el crecimiento radicular, el
siguiente paso fué observar de que manera se afectaba la
estructura de las radiculas inhibidas. Para ello se realizaron
cortes longitudinales de las mismas, con la siguiente técnica:
Las radiculas se fijaron en F.A.A. ( alcohol etilico al 95%, ac.
acético glacial y formaldehido del 37 al 40 %) durante 48 hrs,
posteriormente se deshidrataron pasando el material por alcohol
etilico a concentraciones de 50, 70, 80, 90 % durante 2 hrs.
Posteriormente se pasaron dos veces por alcohol al 100 %, durante
dos horas.

Una vez deshidratados se impregnaron con los componentes A y
B de la resina sintética (JB-4) durante 24 hrs. Se les agregd un
catalizador y se incluyeron en moldes de pldstico, dejandose a
temperatura ambiente durante 24 hrs. Una vez obtenidos los moldes
con las radiculas incluidas, se cortaron longitudinalmente entre
1 y 1.5 p de grosor con ayuda de un ultramicrotomoy con navajas
de vidrio.

Los cortes obtenidos se tiferon con azul de toluidina y se

montaron para su analisis al microscopio.
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RESULTADOS Y DISCUSION

‘Una de las caracteristicas ecolégicas mas importantes del
lirio acuidtico, se refiere a su alta capacidad de absorcién de
ciertos compuestos presentes en el agua, tales como los metales
pesados, deshechos de 1los ingenios azucareros, ademdas de
compuestos inorgdnicos provenientes de los insecticidas,
herbicidas y fertilizantes quimicos utilizados en los campos
agricolas (Sinha y Sinha, 1969) y que son arrastrados a 1los
cuerpos de agua.

En el presente estudio 1la buena calidad del agua del
reservorio donde iba a colectarse el lirio acuatico era requisito
indispensable para el posterior estudio de la planta, pues era la
unica forma de estar seguros de que cualquier efecto fitotdxico
de los lixiviados o extractos de la misma, estarian determinados
por el contenido 'natural" de aleloquimicos en ésta y no por
algun contaminante que la planta hubiera absorbido del agua.

En la tabla 2 se muestran los valores de pH y temperatura

asi como los resultados del andlisis quimico del agua colectada.

MUESTRA 1 MUESTRA 2 MUESTRA 3 MUESTRA 4 MUESTRA 5

pH 6.4 6.8 6.8 6.4 6.5
T oC 18 18 18 18 18

Elementos en ppm:

Ca .24 .22 .21 .22 .23
Mg .15 .14 .14 .14 .14
K 3.38 3.22 2.16 3.21 3.25
Na 6.04 5.87 5.66 5.71 5.80
P .08 .06 .06 .07 .06
N 1.29 1.18 1.08 1.08 1.18

Tabla 2. Resultados del andlisis quimico del agua de San Miguel
Regla, Hgo.
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"'De cuerdocon estos - resultados se pudo comprobarf—qué"seltzf,t;

cuerpo de agua.se encontraba libre de contaminantes.

TOLERANCIA A LA PRESION OSMOTICA
Amaranthus sp

8 B
| :

7 CRECMENTD RADCLLAR
8

o
"

Grafica 1 Resultados del bioensayo para probar la tolerancia a
la presion osmotica de Amaranthus sp.

O Significativo Duncans (X =0.05)
® significativo Newman-Keuls (ot =0.05)
En la grafica 1 podemos observar los resultados del
biocensayo para probar la tolerancia a la presidén osmética de
Amaranthus sp. El crecimiento radicular de esta especie se inhibe

significativamente a partir de los 80 mosm/1.
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TOLERANCIA A LA PRESION OSMOTICA

Echinochloa crusgalli

1 i
N

153 5 8 =

7 CRECMENTD RADCILAR

Grafica 2 Resultados del bioensayo para probar la tolerancia a
la presidén osmotica de Echinochloa crusgalli.

O Significativo Duncans (&< =0.05)
® Significativo Newman-Keuls (o< =0.05)

En el caso de Echinochloa crusgalli, (Grafica 2), las

presiones osméticas bajas (20 y 40 mosm), le producen una
estimulacién significativa del crecimiento radicular y es hasta
los 80 mosm/l cuando se presenta una inhibicién significativa del

mismo. Estos resultados permitieron aplicar los 1lixiviados vy
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extractos del ' lirio sobre estas semillas de prueba, con 1a:
seguridad de que los rangos de las presiones osméticas gque
tenian, no perjudicaban a las semillas pues no rebasaban 1los

limites de tolerancia a este factor.

MATERIAL FRESCO (Eichhornia crassipes)
SOBRE Amaranthus sp.
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Grafica 3. Efecto de los lixiviados de las diferentes partes

del lirio acuatico (frescas) sobre el crecimiento radicular
de Amaranthus sp.

O significativo Duncans (o< =0,085)
® Significativo Newman-Keuls (o< =0.05)
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MATERIAL FRESCO (Eichhornia crassipes)
SOBRE Echinochloa crusgalli
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Grafica 4. Efecto de los lixiviados de las diferentes partes
del lirio acuatico (frescas), sobre el crecimiento radicular
de Echinochloa crusgalli.

O Significativo Duncans (o< =0.05)
® Significativo Newman-Keuls (o< =0.05)

En el caso de los bioensayos con material fresco (graficas 3
y 4) no se observd inhibicidén significativa del crecimiento

radicular de ninguna de las especies, sin embargo el crecimiento
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radicular de Amaranthus sp se estimuld significativamente con los
tres tratamientos, siendo 1la raiz de lirio el tratamiento gque
causé una mayor estimulacién. El crecimiento de Echinochloa no se

vié afectado significativamente.

MATERIAL SECO (Eichhornia crassipes)
SOBRE Amaranthus sp.

T CRECMENTO RALTCULAR

PLRTE € La PLAITE

Grdfica 5. Efecto de los lixiviados de las diferentes partes del
lirio acuatico (secas), sobre el crecimiento radicular de
Amaranthus sp.

O significativo Duncans (cX =0.05)
® Significativo Newman-Keuls (o< =0.05)
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MATERIAL SECO (Eichhornia crassipes)
SOBRE Echinochloa crusgalli
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Grafica 6. Efecto de los lixiviados de las diferentes partes del
lirio acuatico (secas), sobre el crecimiento radicular de
Echinochloa crusgalli.
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Significativo Duncans (& =0.05)

Significativo Newman-Keuls (o< =0.05)

En el caso de las pruebas con material seco, (Graficas 5 vy
6), se observé que el lixiviado de 1la parte aérea inhibié
significativamente el crecimiento radicular de ambas especies,
55 % en Amaranthus y‘404% en Echinochloa. La diferencia entre
este resultado y el del material fresco, se debe probablemente a
que el compuesto activo causante de esta inhibicién se encuentra
mas concentrado en el material seco que en el fresco. Stuart y
Coke (1975), describieron un compuesto derivado del acido absci-

sico, 1llamado vomifoliol en las hojas de lirio acuatico, este
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compuesto actua de forma similar al Adcido abscisico que  se:
encuentra en las hojas deciduas de algunos &rboles. Este hecho no
Justifica los resultados de los bioensayos de las graficas 5 y 6,
ya que tendria que identificarse al vomifoliol, mediante técnicas
fitoquimicas, en 1las hojas del lirio que se usaron para estos
bioensayos, sin embargo indica que en efecto las hojas del lirio
contienen ciertos metabolitos secundarios con actividad

biolégica.

EFECTO DEL LIXIVIADO DE P. AEREA
SOBRE Amaranthus sp.

2 CFRECMENTO PADCULAFR

]
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Grafica 7. Efecto a diferentes concentraciones del lixiviado de
la parte aérea del 1lirio acudtico (seca), sobre el
crecimiento radicular de Amaranthus sp. (barras); comparado
con el efecto de concentraciones de manitol de osmolaridad
similar (linea continua).

O Significativo Duncans (&< =0.05)
® Significativo Newman-Keuls (o =0.05)
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EFECTO DEL LIXIVIADO DE P. AEREA
SOBRE Echinochloa crusgalli

120

1]

7. CRECMENTO RADCULAR
=]

Grafica 8. Efecto a diferentes concentraciones del lixiviado de
la parte aérea del lirio acudtico (seca), sobre el
crecimiento radicular de Echinochloa crusgalli (barras);
comparado con el efecto de concentraciones de manitol de
osmolaridad similar (linea continua).

Significativo Duncans (& =0.05)
Significativo Newman-Keuls (ot =0.05)
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En las graficas 7 y 8 se muestran los resultados de 1los
bioensayos con el lixiviado de la parte aérea de lirio acuatico a
diferentes concentraciones, comparados con los resultados del
bioensayo realizado con diferentes concentraciones de manitol gque
presentaban una presién osmotica similar a 1la de los
respectivos lixiviados de la parte aérea seca. En este caso se
puede observar gque el efecto inhibitorio fue mucho mayor y
estadisticamente significativo en 1las semillas tratadas con
el lixiviado acuoso de la parte aérea seca del lirio, y que esta

diferencia no se debe a la presioén osmética, sino a los
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compuestos  con actividad biolégica contenidos en el lirio
acuatico. o o

En relacidn a los resultados obtenidos en los bicensayos con
los extractos organicos de la parte aérea del 1lirio (hexano,
acetato de etilo y metanol) probados sobre Amaranthus y
Echinochloa podemos observar gque la actividad de los mismos
varié, dependiendo de la especie de prueba. El extracto hexanico
inhibe significativamente el crecimiento radicular de Amaranthus
a 100 y 150 ppm (Grafica 9). Los resultados con el lixiviado a
200 ppm no se incluyeron por los problemas de desecacidn que

tubieron las cajas con este tratamiento.

EFECTO DEL EXTRACTO ORGANICO
(HEXANO) SOBRE 4maranthus sp.

50 pen
130 pe

30 prm

7 CRECMENTD RADCULAR

o

Grafica 9. Efecto de diferentes concentraciones del extracto
organico (con hexano), de la parte aérea del lirio acuatico
(seca) sobre el crecimiento radicular de Amaranthus sp.

O Significativo Duncans (X =0.05)
® Significativo Newman-Keuls (X =0.05)
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El extracto de acetato de etilo, causé una: ihhibicién
““significativa--a-«partir de .50 ppm,nTllegandotauugﬁé?lQoJ;gr de

inhibicién a 200 ppm (Grafica 10).

EFECTO DEL EXTRACTO ORGANICO
(ACETATO DE ETILO) SOBRE Amaranthus sp.
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Grafica 10. Efecto de diferentes concentraciones del extracto
orgdnico (con acetato de etilo), de la parte aérea del lirio
acuadtico (seca) sobre el crecimiento radicular de Amaranthus
sp.

Significativo Duncans (X =0.05)
Significativo Newman-Keuls (04 =0.05)

®0
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Y finalmente el extracto metandlico, (Grafica 11) inhibe
significativamente a esta especie desde las 50 ppm. Este extracto

Yy el de acetato de etilo, son los que mas afectan a Amaranthus.

EFECTO DEL EXTRACTO ORGANICO
(METANOL) SOBRE Amaranthus sp.
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Grafica 11. Efecto de diferentes concentraciones del extracto
organico (con metanol), de la parte aérea del lirio acuatico
(seca) sobre el crecimiento radicular de Amaranthus sp.

O Significativo duncans (o =0.05)
® Significativo Newman-Keuls ( ok =0.05)
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En el caso de Echinochloa, podemos observar que en dgeneral
ios"exfractos orgdnicos de la parte aérea del lirio, afectaron en
menor grado, el crecimiento radicular de esta especie, comparado
con Amarantus.

El extracto hexanico, aun a 200 ppm no causé ningun efecto

sobre su crecimiento (Grafica 12).

EFECTO DEL EXTRACTO ORGANICO
(HEXANO) SOBRE E. crusgalli
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Grafica 12. Efecto de diferentes concentraciones del extracto

organico (con exano), de la parte aérea del 1lirio acuatico
(seca) sobre el crecimiento radicular de Echinochloa

crusgalli.

O Significativo Duncans (& =0.05)
® significativo Newman-Keuls (0K =0.05)
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El extracto de acetato de etilo, fué el que mas afectd a
Echinochloa (Grafica 13); desde los 50 ppm, su radicula fué
inhibida significativamente, aunque no se llegé a obtener un

100 % de inhibicidén, como en el caso de Amaranthus.

EFECTO DEL EXTRACTO ORGANICO
(ACETATO DE ETILO) SOBRE E. crusgalli
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Grafica 13. Efecto de diferentes concentraciones del extracto
organico (con acetato de etilo), de la parte aérea del lirio
acuatico (seca) sobre el crecimento radicular de
Echinochloa crusgalli.

O significativo Duncans (X =0.05)
® Significativo Newman-Keuls (o =0.05)
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Finalmente el extracto metanélico s0lé inhibié

significativamente a Echinochloa a 200 ppm (Grafica 14).

EFECTO DEL EXTRACTO ORGANICO
(METANOL) SOBRE E. crusgalli
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Grafica 14. Efecto de diferentes concentraciones del extracto
organico (con metanol), de la parte aérea del lirio acuatico
(seca) sobre el - crecimiento radicular de Echinochloa
crusgalli.

O Significativo Duncans (X =0,05)
® Significativo Newman-Keuls (X =0.05)
La diferencia de respuestas de ambas especies a los

anteriores tratamientos, puede deberse a diversas razones, entre

ellas, la susceptibilidad particular de las semillas al contenido
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quimico de cada uno de los tratamientos y a la diferencia de éste

contenido quimico en cada uno de los extractos, que estuvo
determinada por la diversa polaridad de los solventes con los que
éstos se hicieron, 1la cual fué la responsable de que extrajeran
diversos compuestos cada uno. Este es el principio que permite la
separacién de compuestos en una extraccién organica, usando
solventes de menor (hexano), mediana (acetato de etilo) a mayor

polaridad (metanol).

Tomando en cuenta que los extractos organicos tenian una
baja solubilidad en agua y que la presién osmética de las
soluciones acuosas reconstituidas de los mismos, fué siempre 0,
podemos afirmar que los compuestos del lirio acuatico, Eicchornia
crassipes, involucrados en este experimento, tienen una gran

actividad bioldgica.

Con referencia a los efectos del extracto de acetato de
etilo de la parte aérea del lirio sobre la estructura de la
radicula de 1las especies de prueba, 1los resultados se pueden

observar en las figuras 1 a 4.

En términos generales los cortes longitudinales de las
radiculas, indican que al parecer la accion de los compuestos
fitotoxicos del extracto de acetato de etilo, se manifiesta
principalmente a nivel de la cofia, pero actuando de diferente

manera en las dos especies de prueba.
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En el caso de Amaranthus, (Figura 1 'y 2) se observa
especialmente la diferencia entre la estructﬁra.de los tejidos de
la cofia en wuna radicula tratada (Figura 2) y una sin tratar

(Figura 1).

Figura 1. Testigo. Corte longitudinal de cofia de Amaranthus sp.

El efecto mas conspicuo se manifiesta en los grandes claros

o espacios entre las células de la cofia, debido guiza a ﬁn
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. cambio en la constitucién de la lamina media que se vuelve mas
laxa con la consecuente separacién de las células. Otro marcado
efecto se refiere al gran numero de células plasmolizadas en 1la
cofia de 1la raiz tratada y aunque en la raiz control, este
fenémeno se observa en una que otra célula de la periferia, es
evidente que en la raiz tratada, esto se incrementa notablemente

y tiene un origen distinto.

Figura 2. Tratamiento. Cortelongitudinal de cofia de Amaranthus sp.
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En el caso de Echinochloa (Figuras 3 y 4), comparando

7 la raiz testigo (figura 3), con la tratada (Figura 4), también
se observa una plasmélisis muy marcada en las células de la
cofia, pero a diferencia del efecto ocasionado en Amaranthus, no
se ve un cambio en la constitucién de la ladmina media, ésto es
claramente distinguible. Las c¢élulas no se separan, sdélo se

plasmolizan.

Figura 3. Testigo. corte longitudinal de cofia de Echinochloa
crusgalli,
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Figura 4. Tratamiento. Corte longitudinal de cofia de Echinochloa
crusgalli.

La plasmdlisis ocurre generalmente cuando la célula viva se

halla en contacto con una disolucién hipertdénica gque provoca 1la
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substraccidn del agua y la pérdida de la turgencia celular. Este
no es el caso, ni en la raiz testigo, ni en la tratada de ambas
especies de prueba, ya que las presiones osméticas de ambos
tratamientos eran de 0 mosm/l, lo cual significa que las raices
crecieron dentro de un medio hipoténico.

La plasmélisis que se observa en escasas células periféricas
de la cofia en las raices testigo, puede estar determinada por la
degradacién natural o envejecimiento de estas células, que
terminan por desprenderse de la superficie radicular. En cambio
en la cofia de las raices tratadas, la contraccidn del
protoplasma, no es causa del normal envejecimiento, si no de un
estres quimico provocédo por los compuestos fitotdxicos del
extracto del 1lirio.

Finalmente sumado a los anteriores efectos, encontramos gque
las células de las raices tratadas, especialmente en Amaranthus,
parecen tener un menor tamafo que las de 1los testigos, y
aparentemente se hacinan, achatandose por el amontonamiento,
particularmente alrededor del nucleo quiescente.

Lovett et al (1989) comentan que diversos grupos de
compuestos asociados con la alelopatia desempefian un papel en la
comunicacion entre plantas y otros organismos y que tal
comunicacidén es parte de las semejanzas en las respuestas que
plantas y animales presentan ante el stres, lo gque puede
contribuir a la defensa de las plantas. Segun estos autores y con
base en datos recientes, los efectos de diversos aleloquimicos
sobre caracteristicas o parametros generales de los organos u

organismos vivos, pueden ser explicados en términos de respuestas
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similares .a nivel celular. Lovett et al (1989), encuentran que
diversas concentraciones de benzilamina y hordenina (alcaloides)
provocan un incremento del numero y tamano de las vacuolas Yy
evidencia de fagocitosis en las células de la punta de las raices
de 1las plantulas de lino y mostaza; ademds el nicleo se vuelve
indefinido y algunas mitocondrias muestran desorganizacion.

El hecho de aumentar el ntmero de vacuolas parece ser una
respuesta frecuente a diversos tipos de estres. Las células de las
raices de apio, cuando la raiz es atacada por nematodos, y las de
cebolla cuando existen metales pesados como el plomo, en el
medio, responden aumentando sus vacuolas.

Seguin estos autores, existe similitud entre estas vacuolas y
las vacuolas autofdgicas de ciertos mamiferos y sugieren que los
aleloquimicos contribuyen entre otras cosas, a la defensa de 1la
planta bajo estres.

En la presente investigacion, este fendmeno no se observo,
sin embargo es importante considerar que no se trabajé con
compuestos puros, si no con una mezcla compleja de ellos; ademas
no se realizaron observaciones de cortes semifinos con
microscopio electrdnico, y esto no permitidé hacer un analisis mas
detallado. A pesar de esto, podemos sugerir, de manera semejante
a los comentarios de Lovett et al (op. cit.), que ambas especies
reaccionan de manera similar ante el estres a las que fueron
sometidas por el tratamiento con el extracto. Esta reaccidn
semejante estd determinada por una reaccidn celular comun, tanto
en Amaranthus como en Echinochloa, la plasmdélisis.

Por otro lado Horst y colaboradores (1982), mencionan el

dafio causado, por el exceso de aluminio, en el suelo sobre 1las
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radiculas de Vigna unquiculata, entre otras especies. E1l efecto

mas obvio es la disminucidn de la elongacidén de la raiz, debida a
la inhibicién de la divisién celular. E1 aluminio interfiere con
el metabolismo del ADN y puede detener totalmente el proceso
mitético. E1 mucilago que producen las células de 1la cofia
protegen al meristemo apical del dafio causado por el aluminio vy
con seguridad, por otros elementos y compuestos tdéxicos.

Como podemos observar, el aluminio produce un estres, frente
al cual, la planta responde de formas diversas, pero
especialmente a través de la secrecién de mucilago. El efecto del
aluminio sobre las raices de Vigna es totalmente comparable al
que producen muchos aleloquimicos independientemente de su
estructura, en especial se manifiesta inhibiendo el crecimiento
de la raiz y deteniendo 1la divisién celular, aunque debe
precisarse que los modos de accién a nivel bioguimico o molecular
deben ser distintos (Anaya et al, 1990; Cruz et al, 1987).

Debe considerarse de acuerdo al tercer objetivo de este
trabajo, que estos son resultados preliminares sobre un posible
efecto a nivel de la estructura celular de la cofia de las

radiculas de Amaranthus sp. y de Echinochloa crusgalli. Al

respecto, es necesario realizar un estudio sistematico,
utilizando diferentes tecnicas, para comparar resultados y poder

llegar a conclusiones definitivas.
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COMENTARIOS FINALES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, confirman

el potencial fitotdxico del lirio acuatico Eichhornia crassipes

y la presencia en el mismo de compuestos secundarios cuya fuerte
actividad bioldgica es responsable de este potencial.

El crecimiento =radicular de Amaranthus y Echinochloa fué

significativamente inhibido por los lixiviados de la parte aérea
seca del 1lirio y por los extractos organicos de la misma,
especialmente el de acetato de etilo y el metandlico.
En relacidn con esta inhibicidén, podemos comentar que:
1) Es una respuesta al estres quimico producido por los
compuestos fitotdxicos del lirio
2) Esta probablemente determinada por el deterioro de 1la
cofia y la consecuente desproteccidén de los meristemos primarios,
lo cual debe afectar la divisién y quizas la elongacién celular.
Es necesario ﬁfofundizar el estudio del potencial
alelopatico del lirio acuatico desde el punto de vista ecoldgico,
quimico, bioquimico, fisiolégico y anatdmico, pues la cantidad y
calidad de metabolitos secundarios que posee le confieren un
interés muy especial, no solo desde el punto de vista de las
interacciones quimicas entre los organismos, sino de su potencial
de aplicacion en el control de malezas y otros organismos

indeseables en los agroecosistemas.
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